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(57) Abstract 
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(57) Abrege 

L'invention concerne une composition pouvant fctre ingeree par Thomme caracterisee en ce qu'elle est constituee d'un melange 
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anti-cancereux, d'agent antalgique, d'agent visant a stimuler le systeme immunitaixe, notamment TacitiviuS des cellules NK et la production 
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Composition a usage alimentaire et/ou pharmaceutique pauvre en 
polyamines et applications therapeutiques. 

Uinvention conceme a la fois le domaine alimentaire et le domaine 
pharmaceutique. 

5 Les polyamines et tout particulierement la putrescine (I), la spermidine (II) 

et la spermine (in) sont presentes dans toutes les cellules. 

+ NH 3 - (CH^ - NH 3 + (I) 
+ NH 3 - (CH2) 3 - NH - (CH2) 4 - NH 3 + (II) 
+ NH 3 - (CH2) 3 - NH - (CH 2 ) 4 - NH - (CH^ - NH 3 + (m) 
10 Bien que ces molecules aient ete longtemps considerees comme denuees 

de tout r61e physiologique et ne representant qu'une etape terminale du catabo- 
lisme tissulaire, de nombreux travaux scientifiques ont montre que les polyamines 
issues de la decarboxylation de Tornithine etaient en fait des molecules biologique- 
ment actives et capables d'intervenir a differents niveaux importants de la vie de la 
15 cellule. 

Ces molecules que Ton trouve non seulement a Tinterieur meme des 
cellules mais egalement a Tetat circulant dans les liquides biologiques de 
Torganisme, tels que le sang sont issues de trois sources principals : 

- la proliferation cellulaire physiologique (croissance et/ou renouvellement 
20 des cellules constitutives de l'organisme) et tumorale, 

- Talimentation, 

- les bacteries intestinales. 

Les polyamines intracellulars ne proviennent pas simplement d'echanges 
transmembranaires passifs avec les liquides biologiques de Torganisme mais 

25 resultent d'un metabolisme finement regule et en relation avec le cycle cellulaire. 

Un accroissement de Tactivit6 de Tenzyme responsable de la voie anabolique 
intracellulaire principale des polyamines, rornithine-decarboxylase (ODC), et done 
des concentrations en putrescine, spermidine et spermine est en effet observe en 
fin de phase Gl et debut de phase S, et en d6but de phase G2 du cycle de 

30 replication cellulaire. L'implication du metabolisme des polyamines dans la 
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replication cellulaire et done dans les processus proliferates font de ce metabolisme 
l'une des cibles privilegiees des drogues antiproliferatives, en meme temps que la 
source de nouveaux signaux circulants susceptibles de reveler l'existence d'un 
processus neoplasique au sein d'un organisme. 

H a ete constats que la croissance tumorale s'accompagne en regie generate 
d'un accroissement tres significatif de l'anabolisme intracellulaire des polyamines 
qui se retrouvent alors en quantite augmentee dans les liquides biologiques. Bien 
que le r61e exact des polyamines circulantes en tant que parametres impliques dans 
la regulation (ou la dysregulation) homeostatique de la proliferation cellulaire ne 
soit pas 61ucide, il a et6 prouv6 que les taux 6rythrocytaires de polyamines 
pouvaient fitre consideres et utilises comme des marqueurs du niveau hyperplasique 
tumoral (voir "Biological significance of circulating polyamines in oncology" - 
Moulinoux, J.-Ph, Quemener, V. et Khan, N.A. - Cellular and molecular biology - 
37(8), 773-783, 1991). Ces travaux ont par ailleurs montre que les polyamines 
circulantes, provenant soit des cellules elles-memes soit du tractus gastro-intestinal 
(alimentation, bacteries intestinales) participaient au maintien de Tetat proliferatif 
malin. 

On connait dans Tetat de la technique divers inhibiteurs de rornithine- 
decarboxylase et notamment des inhibiteurs selectifs irreversibles de cette enzyme 
tels que ra-difluoromethylornithine (a-DFMO) commercialisee par la societe 
Marion Merrell Dow sous la denomination Eflonuthine™. Toutefois, radministra- 
tion isolee d^a-DFMO en Tabsence de tout autre traitement k des patients ou k des 
animaux cancereux, s'est revelee inefficace vis-a-vis de la progression tumorale 
maligne, ceci alors meme que cet inhibiteur de la synthase des polyamines, tout en 
diminuant de maniere tres significative les taux intracellulaires de putrescine et de 
spermidine, inhibait totalement la proliferation cellulaire cancereuse in vitro. 
Uincapacite de Ta-DFMO k reduire in vivo la proliferation cellulaire maligne est 
tres probablement en relation avec le fait que, dans Torganisme, les cellules 
cancereuses restaurent la quantite intracellulaire de polyamines necessaire au 
maintien de leur proliferation en captant les polyamines presentes dans le milieu 
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extracellulaire, c'est-a-dire dans les differents liquides biologiques dont le sang. 
Cette hypothese a et6 confortee par les travaux de Person et al (Cancer Research, 
1988, n°48, pp. 4807 a 4811) qui ont montre qu'a la difference de ce que Ton 
constatait avec des cellules sauvages L1210, des souris inoculees avec des cellules 
5 L1210 mutees, rendues incapables de capter les polyamines extracellulaires, 

■ 

r6pondaient favorablement a un traitement inhibiteur de la biosynthese de 
polyamines intracellulaires par Ta-DFMO. 

Differents travaux ont par ailleurs mis en evidence que, chez Tanimal, 
Tadministration conjointe : 
10 - d'une alimentation depourvue de polyamines, 

- d'a-DFMO, 

- d'un inhibiteur de la polyamine-oxydase (PAO) supprimant la rdtrocon- 
version oxydative de la spermidine et de la spermine en putrescine, et 

- de neomycine et de metronidazole, 

15 entraine une inhibition quasi-totale de la progression tumorale du carcinome 

pulmonaire de Lewis 3LL (Seiler N. et al, Cancer Research, 1990, n°50, pp. 5077- 
5083), du glioblastome humain U251 (Moulinoux J-Ph. et al, Anticancer Research, 
1991, n°ll, pp. 175-180), de Tadenocarcinome de la prostate Dunning MAT-LyLu 
(Moulinoux J-Ph. et al, Journal of Urology, 1991, n° 146, pp. 1408,1412) et du 

20 neuroblastome humain neuro 2a (Quemener et al, "Polyamines in the gastrointesti- 

nal tract", Dowling R.H., Folsch LR. et Loser C Ed., Kluwer Academic Publishers 
Boston, 1992, pp. 375-385). 

II a par ailleurs 6te egalement demontre chez Tanimal que la depletion en 
polyamines pouvait consid6rablement potentialiser les effets antiproliferatifs des 

25 drogues antitumorales conventionnelles (methotrexate, cyclophosphamide, 

vindesine) tout en allongeant le temps de survie des animaux et pouvait permettre 
de r6duire les quantites de drogues administrees tout en conservant le mfime effet 
antitumoral (Quemener V. et al, Tolyamine deprivation enhances antitumoral 
efficacy of chemotherapy", Anticancer Research n°12, 1992, pp. 1447-1454). 

30 La demande de brevet fransaise n° 93 07586 deposee le 17 juin 1993, dont 
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la Demanderesse demande a beneficier de la date conformement aux dispositions 
de Tarticle L 612.3 du Code de la Propriete Intellectuelle, propose une composition 
administrable a Thomme a titre d' aliment, de complement alimentaire et/ou de 
produit de nutrition therapeutique, permettant de pallier TinefBcacite des 
5 traitements realises jusqu'ici chez l'homme par administration isolee dVDFMO et 

permettant d'obtenir Tinhibition de la proliferation des cellules tumorales, 
constituee d'un melange nutritif pauvre en polyamines contenant moins de 50 
picomoles/g de putrescine, de spermidine, de spermine et de cadaverine, 
comprenant, en pourcentage de poids sec par rapport au poids sec total : 10 % a 

10 35 % de lipides, 8 % a 30 % de proteines, 35 % a 80 % de glucides, jusqu'* 10 % 

d'un melange constitue de vitamines, de mineraux et d'electrolytes. 

De recents travaux ont montre qu'une telle composition pouvait toutefois 
renfermer des taux de polyamines plus eleves que ceux precedemment revendiques, 
et permettre une reelle synergie des effets provoques, chez Thomme, par la 

15 diminution des apports exterieurs de polyamines et par Tinhibition de la synthese 

intraceUulaire de ces composes. 

D'autres travaux effectues chez le rat ou la souris conduisent a penser 
qu'une telle composition, mise en oeuvre chez Thomme dans le cadre d'un 
traitement visant a depleter Torganisme cancereux en polyamines en rdduisant 

20 toutes les voies d'apport exogene et endogene de ces substances, permettait 

d'obtenir egalement des effets therapeutiques autres que Tinhibition de la 
proliferation des cellules tumorales. 

La presente demande concerne done une composition pouvant etre ingeree 
par Thomme caract6risee en ce quelle est constituee d'un melange nutritif pauvre 

25 en polyamines contenant moins d'environ 1600 picomoles/g de polyamines. 

Les principales polyamines etant constitues par la putrescine, la spermine, 
la spermidine et la cadaverine, la composition contient avantageusement moins 
d^nviron 400 picomoles/g de putrescine, moins d'environ 400 picomoles/g de 
spermidine, moins d'environ 400 picomoles/g de spermine et moins d'environ 400 

30 picomoles/g de cadaverine. 
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Preferentiellement, ladite composition contient moins d'environ 400, 
preferentiellement moins d'environ 200, picomoles/g de polyamines. 

Avantageusement, cette composition contient moins d'environ 100, 
pr6ferentiellement moins d'environ 50, picomoles/g de putrescine, moins d'environ 
100, preferentiellement moins d'environ 50, picomoles/g de spermidine, moins 
d'environ 100, preferentiellement moins d'environ 50, picomoles/g de spermine et 
moins d'environ 100, pref6rentiellement moins d'environ 50, picomoles/g de 
cadaverine. Une telle composition apporte, journellement, au moins 17 fois moins 
de putrescine, 40 fois moins de cadaverine, 70 fois moins de spermidine et 220 fois 
de spermine que l'alimentation naturelle humaine la plus pauvre qui soit en teneur 
de polyamines, mais qui reponde n6anmoins aux besoins nutritionnels humains. 

Selon une variante de l'invention, la composition comprend en outre, en 
pourcentage de poids sec par rapport au poids sec total : 10 a 35% de lipides, 8 a 
30% de proteines, 35 a 80% de glucides, jusqu'a 10% d'un melange constitu6 de 
vitamines, de mineraux et d*61ectrolytes. 

Une telle composition pourra etre presentee sous forme seche a dissoudre 
extemporanement dans un vehicule neutre convenant a 1'administration orale ou 
encore enterale, ou sous forme liquide prete a l'emploi. Dans tous les cas, la 
composition est presentee sous forme sterile. 

Une telle composition est particulierement bien adaptee a l'homme et 
constitue un substitutif alimentaire qui permet de carencer les patients de facon 
efficace en polyamines. Une telle composition permet en effet d'alimenter un 
patient de facpn satisfaisante tout en induisant une carence en polyamines, d'une 
part en inhibant la synthese intracellulaire de polyamines et d'autre part en 
diminuant l'apport de polyamines exogenes. 

Une telle composition permet d'inhiber fortement la synthese endogene des 
polyamines et diminue de facon tres importante l'apport en ces composes puisque 
les differents ingredients qui la constituent en sont quasiment depourvus. Afin de 
diminuer egalement les apports en polyamines par les bacteries intestinales, cette 
composition pourra etre administree concomitamment a une decontamination du 
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tractus gastro-intestinal au moyens d'antibiotique(s) et/ou d'antiparasitaire(s), tels 
que, par exemple, la neomycine et le metronidazole. On pourra d'affleurs envisager 
d'inclure de tels antibiotique(s) et/ou antiparasitaire(s) directement dans ladite 
composition, sans sortir du cadre de l'invention. 

Les nutriments utilises dans la composition alimentaire selon l'invention 
possedent une bonne valeur nutritionnelle meme chez les sujets malades. 

La quantit6 d'eau employde pour realiser la composition est d6tennin6e 
pour que la composition soit plus ou moins liquide et puisse etre facilement ingeree 
par le patient. 

Le pourcentage ponddral du melange constitue de vitamines, de mineraux 
et d'electrolytes est choisi de fagon a repondre aux proportions, connues de 
l'homme du metier, devant se trouver dans une alimentation equilibree. 

PreferentieUement, ladite composition contient moins de 100 picomoles/g 
de putrescine, moins de 100 picomoles/g de spermidine, moins de 100 picomoles/g 
de spermine, moins de 100 picomoles/g de cadaverine. 

Une telle composition pourra 6tre administree conjointement a au moins 
un inhibiteur de la synthese intracellulaire des polyamines. 

Selon une variante interessante de l'invention ladite composition est 
enrichie avec au moins un inhibiteur de la synthese intracellulaire des polyamines 
a raison d'au plus 15% en poids par rapport au poids sec total de la composition 
et, preferentiellement, a raison d'une quantite comprise entre 0,2% et 7% en poids. 

Les inhibiteurs de 1'ODC utilisables sont choisis en particulier parmi les 
composes suivants : 

Antagonizes du phosphate de pyridoxal 
. L-canaline 

. N-(5'-phosphopyridoxyl)ornithine 

Inhibiteurs compititifs 

. a-hydrazino-oniithine 

. acide DLpo-hydrazino-5-aminovalerique 

. a-methylornithine (a-MO) 
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. /ra/tf-3-dehydro-DL-ornithine 
. l,4-diamino-rra/w-2-butene 
. 1,4-diaminobutanone 
Inhibiteurs diamines 
5 . 1,3-diaminopropane 

. l,3-diamino-2-propanol 

• bis(ethyl)spermine 
Inhibiteurs suicides et irrtversibles 

. 2-difluoromethylornithine (DFMO) 
10 . monofluoromethylomithine 

. 2-monofIuoromethyldehydro-ornithine 

. 2-monofluoromethyldehydro-ornithine methyl ester 

. 5-hexyne-l,4-diamine 

. rra/u4iex-2-en-5-yne-l,4-diamine 
15 . monofluoromethylputrescine 

• difluoromethylputrescine 
. a-allenylputrescine 

. (2R,5R)-6-heptyne-2,5-diamine. 

Parmi ces inhibiteurs, les inhibiteurs competitifs sont particulierement 
20 preferes et notamment 1 Vmethylornithine (a-MO). 

L'a-methylornithine montre de nombreux avantages dans le cadre de 
l'utilisation proposee ici. En effet, lVMO presente Tinterfit d'etre un compose 
naturel facilement synthetisable et a une constante d'inhibition elevee. 

LVmethylornithine presente de plus 1'avantage d'inhiber la synthese des 
25 polyamines chez Escherischia coli, la bacterie la plus commune peuplant naturelle- 

ment le tractus intestinal, ce qui n'est notamment pas le cas de Ta-DFMO. 

Ainsi Temploi d'une composition alimentaire selon Tinvention contenant 
en tant qu'inhibiteur de la synthese intracellular des polyamines, de Ta-rndthylor- 
nithine est-elle susceptible de reduire Tapport exogene de polyamines par les 
30 bacteries intestinales sans pour autant avoir recpurs a une antibiotherapie 
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concomitamment a 1'administration de cette composition ou, pour le moins, en 
permettant de dirainuer la dose d'antibiotiques administree. 

Enfin, l'a-MO presente l'avantage d'etre un simple inhibiteur competitif 
de l'omithine decarboxylase (ce qui va a 1'encontre des pistes actuellement 
5 explorees par la communaute scientifique internationale) et diminue fortement les 

risques d'accoutumance de l'organisme par mutation aboutissant a une resistance 
cellulaire accrue. 

La conception originate de l'invention privilegie la recherche d'un effet de 
synergie entre plusieurs facteurs, a savoir notamment l'inhibition de la synthese 

10 intracellulaire des polyamines et Tapport carence conjoint en ces composes. Sous 
cet angle, il apparait egalement que le meilleur inhibiteur est l'a-MO. 

Selon une variante, la composition selon l'invention est enrichie en 
vitamines, notamment celles apportees, chez l'fitre humain sain, par les bacteries 
intestinales. En effet, l'antibiotherapie qui peut accompagner 1'administration de 

15 ladite composition peut aussi conduire a diminuer Tapport en certaines vitamines. 

Dans ce cas, il peut s'averer necessaire d'enrichir la composition selon l'invention 
en ces vitamines afin de ne pas provoquer de carence vitaminique a la suite de 
1'administration prolong6e de ladite composition. Notamment, il pourra s'averer 
utile d'enrichir la composition en vitamines ou en derives de vitamines. Certains 

20 derives de la vitamine A (acide retinoique) sont en effet des inhibiteurs de l'activite 

ODC. 

Preferentiellement, les glucides de la composition appartiennent au groupe 
comprenant les polymeres de glucose, les maltodextrines, le saccharose, les amidons 
modifies, le glucose monohydrate, le sirop de glucose deshydrate, le monostearate 
25 de glycerol et leurs melanges. De tels glucides sont en effet digestibles meme en cas 

de pathologie digestive ou d'anomalies fonctionnelles secondaires a un traitement 
anticanc6reux (chimiotherapie ou radioth6rapie). 

Selon une variante de l'invention, les proteines utilis6es appartiennent au 
groupe comprenant les proteines solubles du lait, les proteines de soja, les peptides 
30 de serum, le jaune d'oeuf en poudre, le caseinate de potassium, les peptides non 
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melanges. 

Preferentiellement, les lipides appartiennent au groupe comprenant Fhuile 
de beurre, l'huile d'arachide, les triglycerides a chaine moyenne, Thuile de pepins 
5 de raisin, Fhuile de soja, Thuile d'onagre et leurs melanges. Avantageusement, 

lesdits lipides sont constitues par un melange d'au moins une huile d'origine 
animale, d'au moins une huile d'origine vegdtale et de stearate de glycerol. 

Selon une variante de Tinvention ladite composition constitue une ration 
journaliere alimentaire d'un fctre humain et comprend : 
10 - eventuellement ledit inhibiteur de la synthese intracellulaire des polyami- 

nes a raison de moins de 50g et preferentiellement a raison de 1 a 10 g, 

- entre 75 g et 500 g de glucides, 

- entre 20 g et 185 g de lipides, 

- entre 20 g et 225 g de proteines, 

15 - des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantites suffisantes 

pour repondre aux besoins nutritionnels journaliers d'un etre humain. 

Les quantites de vitamines, de mineraux et d'electrolytes utilises sont 
connues de Thomme du metier et peuvent etre facilement trouvees dans la 
litterature (voir par exemple, H Apports nutritionnels conseilles" Dupin, Abraham et 

20 Giachetti deuxieme edition 1992, Ed. TEC et DOC Lavoisier) 

Une telle composition permet, a elle seule, de repondre aux besoins 
nutritionnels journaliers d'un patient tout en permettant de reduire la synthase 
intracellulaire et Tapport exterieur en polyamines. Elle constitue alors un aliment 
a part entiere. 

25 Bien sur, il pourra etre envisage d'administrer une telle composition non 

pas en une seule prise mais en plusieurs prises espacees au cours de la meme 
journee. Chaque ration sera alors definie ponderalement de fagon a constituer un 
sous-multiple d'une ration journaliere alimentaire d'un 6tre humain et comprendra: 

- eventuellement ledit inhibiteur de la synthese intracellulaire des 
30 polyamines a raison de moins de 50/X g et preferentiellement k raison de 1/X a 
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10/X g, 

- entre 75/X g et 500/X g de glucides, 

- entre 20/X g et 185/X g de lipides, 

- entre 20/X g et 225/X g de proteines, 

- des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantites sufBsantes 
pour repondre partiellement aux besoins nutritionnels journaliers d'un 6tre humain. 
X etant un entier compris entre 2 et 8 et correspondant au nombre de rations 
devant 6tre ingerees par le patient pour satisfaire ses besoins nutritionnels 
journaliers. 

Le nombre de telles rations pourra etre choisi de fagon a repondre 
totalement aux besoins alimentaires journaliers du patient ou bien etre choisi de 
fagon a ne couvrir qu'une partie des besoins nutritionnels de celui-ci, le reste de ces 
besoins etant assures par un alimentation naturelle pauvre en polyamines (jambon 
et pates ou riz par exemple). Dans ce cas la composition alimentaire sera utilisee 
en tant que compl6ment alimentaire. 

Uinvention a egalement pour objet un agent a deux composants A et B, 
le composant A etant constitue par une composition pouvant etre inger6e par 
l'homme constitute d'un melange nutritif pauvre en polyamines contenant moins 
de 400 picomoles/g, preferentiellement moins de 100 picomoles/g de putrescine, 
moins de 400 picomoles/g, preferentiellement moins de 100 picomoles/g de 
spermidine, moins de 400 picomoles/g, pr6ferentiellement moins de 100 picomo- 
les/g de spermine, et moins de 400 picomoles/g, preferentiellement moins de 100 
picomoles/g de cadaverine, et comprenant, en pourcentage de poids sec par rapport 
au poids sec total : 10 % a 35 % de lipides, 8 % a 30 % de proteines, 35 % a 80 
% de glucides, jusqu'a 10 % d'un melange constitue de vitamines, de mineraux et 
d'electrolytes, et un compose B, constitue par un inhibiteur de synthese intracellu- 
laire des polyamines, constitu6 de preference par ra-methylornithine, les 
composants A et B 6tant mis en oeuvre comme produits de combinaison pour une 
utilisation simultanee, s6paree ou dficalee dans le temps pour le traitement du 
cancer, en particulier du cancer de la prostate. 
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La composition ou Fagent selon l'invention pourront etre utilises a titre de 
medicament, d'aliment, de supplement alimentaire ou encore de produit de 
nutrition therapeutique. 

La composition ou Tagent selon l'invention sont susceptibles de presenter 
5 une activite anti-neoplasique chez l'homme. La depletion en polyamines potentiali- 

* 

sant les effets des traitements anticanc6reux conventionnels, la composition ou 
Tagent selon l'invention seront utilisables en association avec d'autres traitements 
anticancereux, y compris ceux faisant appel a des inhibiteurs du metabolisme des 
polyamines. 

10 En particulier, une telle composition ou un tel agent sont susceptibles de 

se rev61er efficaces pour le traitement du cancer de la prostate. 

De recents travaux ont par ailleurs permis de mettre en evidence qu'une 
telle composition utilisee dans le cadre d'un traitement visant a reduire toutes les 
voies d'apport exogene et endogene en polyamines etait susceptible de presenter, 

15 chez l'homme, un effet therapeutique constitue par la stimulation du systfcme 

immunitaire. Notamment, ces travaux ont prouve qu'une composition analogue 
administree a des murins, concomitamment a Tadministration d'un inhibiteur de la 
synthese des polyamines (le DFMO) et a un antibiotique (la Neomycine) permettait 
de stimuler l'activite cytotoxique des cellules "natural killers" (cellules NK) et 

20 permettait egalement de stimuler et meme de normaliser la production endogene 

d'interleukine 2. 

D'autres travaux ont egalement permis de mettre en evidence qu'une telle 
composition, en particulier lorsqu'elle est administree concomitamment a un 
inhibiteur de la synthese des polyamines, induisait chez Thomme un effet antalgique 
25 puissant. 

Par ailleurs, d'autres travaux ont egalement permis de mettre en evidence 
qu'une telle composition utilisee en complement avec un inhibiteur de la synthese 
des polyamines etait susceptible, chez Thomme, de reduire l'appetit. 

L'invention sera plus facilement comprise grace aux deux exemples de 
30 realisation de l'invention qui vont suivre. 
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Exemple 1 

On prepare la composition suivante (voir tableau IV). 
On disperse dans 150 litres d'eau, 

- 786 g de phosphate disodique, 
5 - 5,080 kg d'huile d'arachide, 

- 0,300 kg de stearate de glycerol, 

- 1,280 kg d'huile de beurre, 
apres agitation, on y incorpore : 

- 8,760 kg de concentre de proteine soluble de lait, et ensuite 18,750 kg de 
10 maltodextrine, 7,000 kg de saccharose. 

Uensemble est refroidi a temperature ambiante et on ajoute 45 g d'oxyde 
de magnesium, 13,8 g de carbonate de calcium, 227,5 g de chlorure de magnesium, 
6,7 g de sulfate de fer, 40 g de premix vitaminique et de sels mineraux, 73,6 g de 
chlorure de choline, 60,0 g d'acide ascorbique. 
15 On ajuste ensuite le volume de la cuve a 200 litres, par addition d'eau, et 

le pH est ajuste a 7,10 par addition d'une solution d'hydroxyde de sodium 2N. 

Apres degazage, sterilisation, homogeneisation, on introduit le produit dans 
des boites metalliques serties. On ajoute a cette composition, lorsqu'on souhaite une 
composition complete, 4,0kg d'a-methylornithine. 
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Ingredients 



Prolines 

Concentr6 de proteines solubles 

du lait 



Glucides 



Maltodextrines 
Saccharose 



10 



Lipides 



Huile de beurre 
Huile d'arachide 
stdrarate de glycerol 



Vitamines 



15 



20 



25 



Vitamine A 
Vitamine E 
Vitamine Kl 
Vitamine C 
Vitamine Bl 
Riboflavine 
Acide Pantothenique 
. Niacine 
Vitamine B6 
Acide folique 

Biotine 
Vitamine B12 
. . Choline 
Inositol 



30 



35 



40 



Minlraux et Electrolytes 

Sodium 
Potassium 
Calcium 
Phosphore 
Magnesium 
Fer 
Zinc 
Cuivre 
Manganese 
Chlorures 

lode 
Selenium 
Chrome 
Molybdfcne 



Inhibiteur de l'ODC 

a-methylornithine 



Quantite (pour 200 litres) 



8,760 kg 



18,750 Kg 
7,000 Kg 



1,280 Kg 
5,080 Kg 
0300 kg 



106,000 mg 
2,660 g 
10,600 mg 
20,000 g 
0340 g 
0,400g 
2,660 g 
4,000 g 
0340 g 
53,400 mg 
39,000 mg 
0340 mg 
54,000 g 
134,000 g 



• IXIIM 



l 

200, 
100, 
134, 
56, 



III 



Ml 



in 



g 
g 
g 
g 



1340 g 
1,600 g 
0340 g 
0,540 g 
90,000 g 
20,000 mg 
9,400 mg 
16,600 mg 
20,000 mg 



.111X111. 



g 



45 



1'ABLhAUTV 
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La composition centesimale obtenue est la suivante : 
Glucides : 12,500 g dont 9,000 g de maltodextrines et 3,500 g de saccharose ; 
Lipides : 3,330 g dont 0,640 g d'huile de beurre, 2,540 g d'huile d'arachide et 0,150 
g de stearate de glycerol ; 
5 Proteines : 4,000 g apportees par un concentr6 de prolines solubles de lait. 

Vitamines, mineraux et Electrolytes : 0,600 g ; 
a-methylornithine : 3,000 g ; 
eau : QSP 100 ml. 

Le pourcentage ponderal de vitamines, de mineraux et d'electrolytes utilise 
10 est choisi de fagon telle que la consommation journaliere de quatre boites permette 

de rdpondre aux besoins nutritionnels conseilles par Dupin, Abraham et Giachetti 
("Apports nutritionnels conseilles pour la population frangaise" deuxieme edition 
1992, Editions TEC et DOC Lavoisier). 

Exemple 2 

15 Une preparation presentant sensiblement les mfimes ingredients que ceux 

indiques dans le tableau IV est preparee selon la meme precede que celui detaille 
dans 1'exemple 1. Toutefois, la source de proteines est remplacee par un melange 
d'isolat de soja et de poudre de jaune d'oeufs. LTiuile d'arachide est quant a elle 
substitute par un melange d'huile de germes de mais et d'huile de soja. 

20 La composition centesimale obtenue par boite de 100 ml est la suivante : 

Glucides : 12,500 g dont 9,000 g de maltodextrines et 3,500 g de saccharose ; 
Lipides : 3,330 g dont 0,640 g d'huile de beurre, 0,840 g d'huile de germes de mais, 
1,700 g d'huile de soja et 0,150 g ; 

Proteines : 4,000 g dont 3,380 g d'isolat de soja et 0,620 g de poudre de jaune 
25 d'oeufe ; 

Vitamines, mineraux et electrolytes : 0,600g 
a-methylormthine : 3,000 g 
eau : QSP 100 ml. 

De nombreux tests ont ete menes chez le rat et la souris a Taide de 
30 compositions analogues a celles decrites aux exemples 1 et 2 adaptees aux besoins 
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nutritionnels des murins. 

Ces differents tests ont permis de mettre en evidence differents effets 
therapeutiques induits par un traitement visant a carencer I'organisme en 
polyamines. 

Effet sur Tinhibition de la croissance tumorale . 

Des souris porteuses du carcinome pulmonaire de Lewis 3LL sont traitees 
par une composition alimentaire de synthese pauvre en polyamines (AP), conforme 
a la presente invention dont la formule repond aux besoins nutritionnels humains, 
de fa MO a 0,5% et des antibiotiques (ATB) (Neomycine : 0,2%, Flagyl 0,0034%). 
Les temoins recoivent un aliment identique a celui des traites mais dans lequel des 
quantit6s de polyamines 200 & 1800 fois supSrieurs ont 6te rajoutees afin d'aboutir 
k une consommation en polyamines equivalente a celle obtenue en cas d'alimenta- 
tion standard. Avec Taliment deplete, la consommation journaliere en putrescine 
est dquivalente a celle qui serait obtenue chez lliomme avec un aliment de synthese 
contenant 50 picomoles de putrescine par gramme. 

Apres 15 jours de traitement, les animaux ont €te sacrifies et les tailles de 
leurs tumeurs ont ete mesurees. Les resultats sont donnes dans le tableau V qui 
montre une diminution tres importante de la taille des tumeurs dans le cas ou 
ralimentation a ete administree avec des antibiotiques et/ou de Ya MO. 





Aliment Pauvre 
volume tumoral 


% d'inhibition 


Aliment Pauvre + ATB 

Volume tumoral % d'inhibition 


T&noins 


2.13 ± 0,66 


0 




(AP + polyamines) 








AP 


2.10 ± 0,46 


0 


0.82 ± 0,46** 61% 


AP + a MO 


0.63 ± 0,2** 


70% 


0.49 ± 0^3 77% 



TABLEAU V 
Effet sur la stimulation de Tactivite des cellules NK 

Des souris porteuses du carcinome pulmonaire de Lewis 3LL sont traitees 
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par un aliment deplete en polyamines (*), du DFMO a 3% dans l'eau de boisson 
et des antibiotiques (Neomycine:0,2%, Flagyl 0,0034% dans l'eau de boisson). Cet 
aliment contient 30 a 50 fois moins de polyamines que l'aliment standard regu par 
les temoins : la consommation journaliere en putrescine est equivalente a celle qui 
serait obtenue chez 1'homme avec un aliment de synthese contenant 380 pmoles de 
putrescine par g. L'aliment standard ainsi que l'aliment deplete repondent aux 
besoins nutritionnels murins. 

Les resultats (moyenne ± deviation standard) sont obtenus sur n=4 
animaux par lot experimental. 

Les resultats (volume tumoral, taux tissulaires de putrescine et activite des 
cellules NK) apres 15 jours de traitement sont donnes dans le tableau VI. Ce 
tableau montre une forte stimulation de Tactivite des cellules NK par le traitement 
et Tadmimstration conjointe d'antibiotiques (Neomycine, Flagyl) et de DFMO k 3 
%. 



Volume tumoral 
(cm J ) 


Taux tissulaires de putrescine 
Tumeur Foie 

(nmoles/g) 


Rein 


AcUviteNK 
(% de lyse) 


Temoins 5,2 ± 3,1 

(Aliment 

standard) 


25,4 ± 20 


24,9 ± 11 


14,2 ± 1,5 


2,6 ± 23 


Aliment 0,4 ±0,7** 
deplfite* 
+ DFM03% 
+ ATB 


11,6 ± 5 


5,9 ± 0,2** 


5,9 ± 1,4** 


13,4 ±2,1** 


difference significative (p < 0,05) 



30 



35 



TABLEAU IV 

Des souris porteuses du carcinome pulmonaire de Lewis 3LL sont trait6es 
pendant 7 jours par un aliment deplete en polyamines (*), du DFMO a 3% dans 
Teau de boisson et des antibiotiques (neomycine : 0,2%, Flagyl 0,0034% dans l'eau 
de boisson). Cet aliment contient 20 a 100 fois moins de polyamines que l'aliment 
standard regu par les temoins : la consommation journaliere en putrescine est 
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equivalente a celle qui serait obtenue chez l'homme avec un aliment de synthese 

contenant 175 pmoles de putrescine par g. 

Les rats porteurs du carcinome prostatique Mat Lylu sont traites pendant 

14 jours par un aliment deplete en polyamines (**), du DFMO a 3% dans l'eau de 
5 boisson et des antibiotiques (Neomycine : 0,2%; Flagyl 0,0034% dans l'eau de 

boisson). cet aliment contient 30 a 50 fois moins de polyamines que Taliment 

standard regu par les temoins : la consommation journaliere en putrescine est 

equivalente a celle qui serait obtenue chez Thomme avec un aliment de synthese 

contenant 380 pmoles de putrescine par g. 
10 L'aliment standard ainsi que Taliment deplete repondent aux besoins 



nutritionnels murins. 



« 




Volume tumoral 
(car) 


IL2 

(mUnites BRMT/ml) 


15 


Souris 


Saines 
Lewis 

Temoins 


0 

2,7 ± 1,4 


213 ± 8 
28 ± 16° 


20 




Aliment depldt6* 
+ DFM03% + ATB 


1,69 ±132^ 


160 ± 65 b 




Rats 


Sains 


0 


89 ±4 


25 




Mat Lylu 

Temoins 


71,1 ± 4,1 


61 ± l a 






Aliment d6pl6t6** 
+ DFM03% + ATB 


20,8 ± 6,7* 


80 ± 17 


30 


a : signifies tivement different des 
sains 


b : des T6moins (p < 0,05) 



TABLEAU VII 

Les resultats sont donnes dans le Tableau VII. Ce tableau montre une tres 
nette stimulation de la production endogene d'interleukine 2 chez les souris 
35 porteuses du carcinome pulmonaire de Lewis 3LL et une quasi normalisation de la 

production endogene d'interleukine 2 chez les rats porteurs du carcinome 
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prostatique Mat Lylu, lorsque les animanx sont traites avec l'aliment deplete en 
polyamines avec administration conjointe d'antibiotiques (Neomycine et Flagyl) et 
de DFMO 3%. 
Effet antalgique 

Le test du "tail flick" (sensibilit6 a un stimulus algique produit par un 
faisceau lumineux) a ete effectue a l'intensit6 7 chez des rats males de souche 
Wistar pesant en moyenne 300 g, nourris per os ad libitum soit avec (1) un aliment 
solide standard, soit avec (2) un aliment solide contenant 30 a 50 fois moins de 
polyamines que l'aliment standard, soit avec (3) un aliment liquide contenant 200 
a 1800 fois moins de polyamines que l'aliment solide standard. Les aliments (1) et 
(2) repondent aux besoins nutritionnels journaliers des murins, Taliment (3) aux 
besoins nutritionnels journaliers humains(4). Qu'il s'agisse d*alimentation solide ou 
liquide, les animaux re§oivent journellement per os la meme quantite dVDFMO 
(2 gJCg" 1 ^ 1 ) contenue soit dans l'eau de boisson (en cas d'alimentation solide), soit 
dans Taliment liquide lui-m6me. 

Les resultats apres 7 jours de traitement traduisant revolution de la 
resistance a la douleur sont donnes dans le Tableau VIII. 



Traitement 


Test du tail-flick 
(secondes) 


Aliment solide standard ( J ) 

Aliment solide pauvre en polyamines (-) 

Aliment solide pauvre en polyamines ( 2 ) + a-DFMO (?) 

Aliment liquide pauvre en polyamines (*) 

Aliment liquide pauvre en polyamines (^) + a-DFMO (?) 


11^5 ± 232 
11,80 ± 1,92 

11.57 ± 231 
18,08 ± 2,69 * 

18.58 ± 2,17 * 



( ) p < 5% par rapport aux groupes recevant une alimentation solide. 



TABLEAU VIII 

Ce tableau montre une nette augmentation du seuil de resistance a la 
douleur chez les animaux nourris avec un aliment pauvre en polyamines, surtout 
lorsque celui-ci est accompagne de radministration d'a-DFMO. 

Le test de resistance a la pression (application d'une masselotte de 140 g 



WO 95/00041 



PCT/FR94/00736 



19 

sur les coussinets plantaires des animaux) a egalement ete realise chez des rats 
m&les de souche Wistar pesant en moyenne 300 g, nourris per os ad libitum soit 
avec (1) un aliment solide standard, soit avec (2) un aliment solide contenant 30 a 
50 fois moins de polyamines que Taliment standard, soit avec (3) un aliment liquide 
contenant 200 k 1800 fois moins de polyamines que Taliment solide standard. Les 
aliments (1) et (2) repondent aux besoins nutritionnels journaliers des murins, 
raliment (3) aux besoins nutritionnels journaliers humains. (4) Qu'il s'agisse 
d'alimentation solide ou liquide, les animaux regoivent journellement per os la 
meme quantity d'a-DFMO (2g.Kg" 1 .j" 1 l) contenue soit dans 1'eau de boisson (en cas 
d'alimentation solide), soit dans raliment liquide lui-mSme. 

Les resultats apres 7 jours de traitement traduisant revolution de la 
resistance a la douleur sont donnes dans le tableau IX. 



Traitement 


Resistance & la pression 
(Newtons) 


Aliment solide standard (^) 

Aliment solide pauvre en polyamines (~) 

Aliment solide pauvre en polyamines ( 2 ) + a-DFMO (?) 

Aliment liquide pauvre en polyamines (*) 

Aliment liquide pauvre en polyamines (*) + a-DFMO (f) 


0,12 ± 0,01 
0,10 ± 0,01 * 
033 ± 0,08 * 
0,21 ± 0,01 * 
0,24 ± 0,01 * 



( ) p < 5% par rapport aux groupes recevant une alimentation solide 



TABLEAU IX 

Ce tableau montre egalement une augmentation sensible de la resistance 
a la douleur chez les animaux nourris avec une alimentation pauvre en polyamines, 
particulierment lorsque celle-ci est associee i Tadministration de DFMO. 
Effet sur revolution du poids corporel et la consommation alimentaire 

Cinq lots de rats ont 6te alimentes avec une composition alimentaire 
pauvre en polyamines et traites avec du DFMO pendant 20 jours. Leur consomma- 
tion alimentaire et Involution de leur poids ont ete compares avec ceux de cinq lots 
de rats ayant regu la meme alimentation mais dans laquelle des quantit6s de 
polyamines ont 6te rajoutees afin d*aboutir a une consommation en polyamines 
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equivalente a celle obtenue en cas d'alimentation standard. 

La consommation alimentaire journaliere moyenne des lots traites avec la 
composition pauvre en polyamine et le DFMO a ete de 19,48 ± 5,70 g d'aliment 
et de 20,52 ± 9,43 ml de boisson contre respectivement 28,53 ± 3,46 g d'aliments 
et de 32,72 ± 5,51 ml de boisson chez les lots non-trait6s. 

Par aiUeurs, les rats traites ont garde un poids d'environ 350 g en moyenne 
tout au long du traitement alors que les rats non traites ont vu leur poids passer en 
moyenne d'environ 350 g a plus de 400 g. 

Les deux exemples de r6alisation de la composition decrits ci-dessus n'ont 
pas pour objet de reduire la portee de l'invention. En particulier, il pourra 6tre 
envisage d'employer un autre inhibiteur de la synthese intracellulaire des 
polyamines que Ta-methylornithine ou Ta-DFMO et d'incorporer cet inhibiteur 
dans des proportions ponderales plus importantes que celle mentionnee dans ces 
exemples. II pourra egalement etre envisage d'utiliser d'autres sources de glucides, 
de lipides ou de proteines que celles mentionnees sans sortir du cadre de 
rinvention. 
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REVINDICATIONS 
1. Composition pouvant 6tre ingeiee par l'homme caractensee en ce qu'elle 
est constitute d'un melange nutritif pauvre en polyamines contenant moins 
d'environ 1600 picomoles/g de polyamines. 
5 2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle contient 

w 

moins d'environ 400 picomoles/g de putrescine, moins d'environ 400 picomoles/g 
de spermidine, moins d'environ 400 picomoles/g de spermine et moins d'environ 
400 picomoles/g de cadaverine. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'elle 
10 contient moins d'environ 400, preferentiellement moins d'environ 200, picomoles/g 

de polyamines, 

4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce qu'elle contient 
moins d'environ 100, pr6f6rentiellement moins d'environ 50, picomoles/g de 
putrescine, moins d'environ 100, preferentiellement moins d'environ 50, picomoles/g 

15 de spermidine, moins d'environ 100, preferentiellement moins d'environ 50, 

picomoles/g de spermine et moins d'environ 100, preferentiellement moins 
d'environ 50, picomoles/g de cadaverine. 

5. Composition selon 1'une des revendications 1 a 4 caracterisee en ce 
qu'elle contient, en pourcentage de poids sec par rapport au poids sec total : 10 % 

20 a 35 % de lipides, 8 % a 30 % de proteines, 35 % a 80 % de glucides, jusqu'a 10 

% d'un melange constitue de vitamines, de mineraux et d'electrolytes. 

6. Composition selon 1'une des revendications 1 a 5 caracterisee en ce 
qu'elle est enrichie avec au moins un inhibiteur de la synthese intracellulaire des 
polyamines a raison d'au plus 15 % en poids par rapport au poids sec total de la 

25 composition. 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce qu'elle est 
enrichie avec ledit inhibiteur a raison de 0,2 % a 7 % en poids par rapport au poids 
sec total de la composition. 

8. Composition selon la revendication 6 ou 7 caracterisee en ce que ledit 
30 inhibiteur est un inhibiteur competitif de l'ornithine decarboxylase. 
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9. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que ledit 
inhibiteur competitif est ra-methylornithine. 

10. Composition selon Tune des revendications 1 a 9 caracterisee en ce 
qu'elle contient au moins un antibiotique. 

11. Composition selon Time des revendications 1 a 10 caracterisee en ce 

■ 

qu'elle est enrichie en vitamines. 

12. Composition selon Tune des revendications 1 a 11 caracterisee en ce 
que lesdits glucides appartiennent au groupe comprenant les polymeres de glucose, 
les maltodextrines, le saccharose, les amidons modifies, le glucose monohydrat6, le 
sirop de glucose deshydrate, le monostearate de glycerol et leurs melanges. 

13. Composition selon Tune des revendications 1 a 12 caracterisee en ce 
que lesdites proteines appartiennent au groupe comprenant les proteines solubles 
du lait, les proteines de soja, les peptides de serum, le jaune d'oeuf en poudre, le 
caseinate de potassium, les peptides non phosphoryles, les peptides de caseine, le 
caseinate mixte, l'isolat de soja et leurs melanges. 

14. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 caracteri- 
see en ce que lesdits lipides appartiennent au groupe comprenant rhuile de beurre, 
rhuile d'arachide, les triglycerides a chaine moyenne, l'huile de pepins de raisin, 
rhuile de soja, rhuile d'onagre et leurs melanges. 

15. Composition selon Tune des revendications 1 k 14 caracterisee en ce 
que lesdits lipides sont constitu£s par un melange d'au moins une huile d'origine 
animale, d'au moins une huile d'origine vegetale et de stearate de glycerol. 

16. Composition selon Tune des revendications 1 et 10 a 15 caracterisee en 
ce qu'elle constitue la ration journaliere alimentaire d'un 6tre humain et en ce 
qu'elle comprend : 

entre 75 g et 500 g de glucides 
entre 20 g et 185 g de lipides 
entre 20 g et 225 g de proteines 

des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantites 
suffisantes pour repondre aux besoins nutritionnels journaliers d'un 
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6tre humain. 

17. Composition selon Tune des revendications 1 a 16 caract6ris6e en ce 
qu'elle constitue la ration journaliere alimentaire d'un £tre humain et en ce qu'elle 
comprend : 

5 - moins de 50 g et, preferentiellement, entre 1 a 10 g dudit inhibiteur de 

la synthese intracellulaire des polyamines, 

- entre 75 g et 500 g de glucides, 

- entre 20 g et 185 g de lipides, 

- entre 20 g et 225 g de proteines, 

10 - des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantites suffisantes 

pour rdpondre aux besoins nutritionnels journaliers d'un etre humain* 

18. Composition selon Tune des revendications 1 et 10 k 15 caracterisee en 
ce qu'elle est un sous-multiple d'une ration journaliere alimentaire d'un Stre humain 
et en ce qu'elle comprend : 

15 - entre 75/X g et 500/X g de glucides, 

- entre 20/X g et 185/X g de lipides, 

- entre 20/X g et 225/X g de proteines, 

- des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantites suffisantes 
pour repondre partiellement aux besoins nutritionnels journaliers d'un etre humain, 

20 et 

X etant un entier compris entre 2 et 8 et correspondant au nombre de rations 
devant 6tre ingerees par le patient pour satisfaire ses besoins nutritionnels 
journaliers. 

19. Composition selon Tune des revendications 1 a 18 caracterisee en ce 
25 qu'elle est un sous-multiple d'une ration journaliere alimentaire d'un etre humain 

et en ce qu'elle comprend : 

- moins de 50/X g et, prdferentieUement, entre 1/X et 10/X g dudit 
inhibiteur de la synthese intracellulaire des polyamines, 

- entre 75/X g et 500/X g de glucides, 
30 - entre 20/X g et 185/X g de lipides, 
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- entre 20/X g et 225/X g de proteines, 

- des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantites sufBsantes 
pour repondre partiellement aux besoins nutritionnels journaliers d'un etre humain, 
et 

5 X etant un entier compris entre 2 et 8 et correspondant au nombre de rations 

devant 6tre ingerees par le patient pour satisfaire ses besoins nutritionnels 
journaliers. 

20. Composition selon Tune des revendications 1 a 19 caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous une forme seche a dissoudre extemporanement dans un 

10 vehicule neutre. 

21. Composition selon Tune des revendications 1 a 19 caracterisee en ce 

•> 

qu'elle inclut un v6hicule neutre la rendant prete a l'emploi. 

22. Agent a deux composants A et B, le composant A etant constitue par 
une composition pouvant 6tre ingeree par ITiomme selon Tune des revendications 

15 1, 10 a 16, 18, 20 ou 21 et le composS B Stant constitue par un inhibiteur de 

synthese intracellulaire des polyamines, les composants A et B etant mis en oeuvre 
comme produits de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou d6ca!6e 
dans le temps. 

23. Agent selon la revendication 22 caracterise en ce que ledit inhibiteur 
20 est de ra-methylornithine. 

24. Composition ou agent selon Tune quelconque des revendications 1 a 
23 pour une utilisation appartenant au groupe comprenant les aliments, supple- 
ments alimentaires et produits de nutrition. 

25. Composition ou agent selon Tune quelconque des revendications 1 k 
25 23 utilisable comme medicament. 

26. Composition ou agent selon Tune des revendications 24 ou 25 utilisable 
comme produit de nutrition th6rapeutique. 

27. Composition ou agent selon Tune quelconque des revendications 24 k 
26 utilisable comme agent anti-cancereux. 

30 28. Composition ou agent selon la revendication 27 utilisable pour le 
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traitement du cancer de la prostate. 

29. Composition ou agent selon Tune des revendications 24 a 27 utilisable 
corame agent visant a stimuler le systeme immunitaire. 

30. Composition ou agent selon la revendication 29 utilisable comme agent 
5 visant k stimuler Tactivite des cellules NK. 

31. Composition ou agent selon la revendication 29 ou 30 utilisable comme 
agent visant a stimuler la production endogene d'interleukine 2. 

32. Composition ou agent selon Tune des revendications 24 a 27 utilisable 
comme agent antalgique. 

10 33. Composition ou agent selon Tune des revendications 24 k 27 utilisable 

comme agent visant a reduire Tappetit 
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